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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Komorki HaCaT-ras A5 sa spontanicznie unie$miertelniona, nienowotworowa linig komérek keratynocytow
ludzkiej skory, odgrywajaca kluczowa role w badaniu interakcji mikrosrodowiska guza i progresji raka skory.
Pochodzace od 62-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej, komdrki te zostaty poddane selekgji klonalnej i
mutagenezie, co w potaczeniu z autokrynna regulacjg czynnika wzrostu umozliwia tworzenie wolno rosnacych,
wysoce zréznicowanych tagodnych guzéw torbielowatych u myszy Balb/c-nu/nu. Czyni to z nich cenny model do
badania dynamiki komdrkowej i molekularnych mechanizméw progresji nowotworu in vivo.

Komérki HaCaT-ras A5 sg szczegdlnie przydatne do wyjasnienia ztozonych interakcji miedzy komérkami
nowotworowymi a otaczajgcymi je komérkami zrebu, w tym fibroblastami, komdrkami odpornosciowymi i
komorkami srédbtonka. W interakcjach tych posredniczy wydzielanie réznych czasteczek sygnalizacyjnych,
takich jak czynniki wzrostu, cytokiny i proteazy, wsrdd ktérych kluczowa role odgrywa interleukina-6 (IL-6).
Wiadomo, ze IL-6 ulega rozregulowaniu w wielu typach nowotwordw, gtéwnie poprzez nadekspresje lub trwata
aktywacje czynnika transkrypcyjnego STAT3.

Badania wykazaty, ze stymulacja IL-6 komdrek HaCaT-ras A5 znacznie zwieksza ich proliferacje poprzez szlak
sygnalizacyjny JAK/STAT, podczas gdy fibroblasty pozostajg nienaruszone z powodu silniejszego hamowania
przez SOCS3, negatywny regulator tego szlaku. Ta zréznicowana odpowiedz zostata uchwycona w modelu
matematycznym opisujacym dynamike STAT3 i SOCS3, zapewniajac gtebsze zrozumienie kaskad
sygnalizacyjnych specyficznych dla komorek.

Co wiecej, IL-6 nie tylko bezposrednio wptywa na proliferacje komérek HaCaT-ras A5, ale takze posrednio
wptywa na srodowisko komdérkowe poprzez aktywacje sieci czynnikéw wzrostu, takich jak HGF, KGF, VEGF i IL-8.
Analiza ekspresji gendw obejmujaca ponad 16 000 gendw wykazata, ze stymulacja IL-6 zwieksza regulacje 19
gendw zwigzanych ze szlakiem sygnatowym interferonu zaréwno w komérkach HaCaT-ras A5, jak i
fibroblastach, co koreluje z obserwowanym zahamowaniem wzrostu fibroblastow.

Odkrycie kluczowej roli SerpinB4 w proliferacji komérek HaCaT-ras A5, potwierdzone przez eksperymenty
knockdown siRNA, podkresla skomplikowana regulacje IL-6 zaréwno w komdrkach nowotworowych, jak i
zrebowych. To kompleksowe zrozumienie roli IL-6 zwieksza potencjat rozwoju ukierunkowanych strategii
terapeutycznych majacych na celu modulacje szlakdéw sygnatowych IL-6 w mikrosrodowisku guza.

Ogodlnie rzecz bioragc, komdrki HaCaT-ras A5 oferuja solidny model do badania ztozonych interakcji w
mikrosrodowisku guza, torujac droge do nowych podejs¢ w badaniach nad rakiem i rozwoju terapii.

Cztowiek

Skéra

Klon HaCaT-ras A-5, HaCaT A-5, A-5, A5

Charakterystyka

Age

Gender
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Ethnicity Kaukaski
Cell type Keratynocyt
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation HaCaT-ras A5 (numer katalogowy Cytion 300494)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16

Depositor DKFZ, Heidelberg

GMO Status GMO-S1: Ta linia HaCaT-ras A5 zawiera plazmidowy konstrukt onkogenu c-Ha-ras do badan nad
transformacja nabtonkowa. Ta klasyfikacja ma zastosowanie wytgcznie w Niemczech i moze réznié sie w
innych krajach.

Dane biomolekularne

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Powstawanie tagodnych guzéw u myszy Balb/c-nu/nu.
Karyotype Aneuploidalny (hipotetraploidalny)
Obstuga
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu
Medium Cytion 820300a)
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
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Dissociation Mieszanina 1:1 EDTA (zapas: 0,05%) i trypsyny (zapas: 0,1%) musi by¢ przygotowana za kazdym razem przed

Reagent odtaczeniem komorek przy uzyciu PBS bez Ca2+ i Mg2+, aby zapewnic fizjologiczng osmolarnos¢. Nie zaleca sie
stosowania gotowych do uzycia mieszanin trypsyny/EDTA, poniewaz moze to prowadzi¢ do zbrylania sie
komaorek. Alternatywnie mozna uzy¢ TrypLETM Express (Life Technologies) zamiast trypsyny/EDTA. Nalezy
postepowac zgodnie z protokotem producenta.

Subculturing
1. Usun starag pozywke: Usunaé starg pozywke z kolb.
2. Ptukanie komérek: Dodaj 3-5 ml PBS (bez wapnia i magnezu) do kolb T25 lub 5-10 ml do kolb T75, aby
przemy¢ przylegajace komorki.
3. Dodaé roztwér EDTA: Catkowicie przykryj warstwe komérek $wiezo przygotowanym 0,05% roztworem
EDTA - uzyj 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
4. Inkubacja: Inkubowa¢ kolby w temperaturze 37 stopni Celsjusza przez 10 minut.
5. Dodaj roztwér trypsyny/EDTA: Po inkubacji dodaj $wiezo przygotowany roztwér trypsyny/EDTA (0,05%
trypsyny, 0,025% EDTA) do kolb, upewniajac sie, ze komarki sg w petni pokryte - uzyj 1 mldla kolb T25 i
2,5 mldla kolb T75.
6. Monitorowanie oderwania: Obserwowac komérki, ktdre powinny oddzieli¢ sie w ciggu 1-2 minut.
7. Zneutralizuj trypsyne: Dodaj pozywke zawierajaca FBS, aby zatrzymad aktywnos¢ trypsyny.
8. Przenies komoérki: Przenies zawiesine komérek do nowych kolb wypetnionych $wiezym podtozem
hodowlanym.
Split ratio Zalecany jest stosunek 1:5 do 1:10
Seeding 1x 104 kom©reK/cm?
density
Fluid renewal 2 razy w tygodniu
Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility

Profil STR

Allele HLA

 Cytion

Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki

do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy

przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3

poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Amelogenin: x,x
CSF1P0: 9,11
D13S317:10,12
D16S539: 9,12
D5S818: 12
D7S820: 9,11
THO01:9.3
TPOX: 11,12
VWA: 16,17
D3S1358: 16
D21S11:28,30.2
D18S51: 12
PentaE: 7,12
PentaD: 11,13
D8S1179: 14
FGA: 24

A*:'31:01:02

B*: '40:01:02, '51:01:01
C*:'03:04:01, '15:02:01
DRB1*:'04:01:01, '15:01:01G
DQA1*:'01:02:01, '03:03:01
DQB1*:'03:01:01, '06:02:01
DPB1*:'03:01:01G, '04:01:01G
E: '01:03:01, '01:03:02
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